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岛β细胞所致的自身免疫性疾病。迄今对自身免疫病的治疗方案多不理想，目前常规采用的免疫抑制手段不但降

低患者免疫力，也使疾病容易复发。理想的治疗自身免疫病的策略是特异性清除自身反应性Ｔ细胞，重建对自身

组织抗原的免疫耐受。而自身免疫调节因子（ＡＩＲＥ）恰在胸腺阴性选择中具有调控组织限制性抗原（ＴＲＡｓ）表达、

促进自身反应Ｔ细胞的清除、参与免疫耐受诱导的功能。因此，我们设想利用基因转导手段操纵骨髓细胞中

ＡＩＲＥ的表达，通过模拟胸腺的阴性选择，诱导免疫耐受，为Ｉ型糖尿病的防治提供新策略。

【设计思路】　本实验拟通过以自身免疫糖尿病小鼠（ＮＯＤ鼠）为模型，移植表达 ＡＩＲＥ的骨髓细胞，使其在

ＮＯＤ鼠体内通过调控ＴＲＡｓ的表达清除自身反应性Ｔ细胞，观察其诱导特异性清除对胰腺组织特异性Ｔ细胞的

作用及对ＮＯＤ鼠糖尿病发生的影响，探索Ｉ型糖尿病防治新方法。

【实验内容】　（１）构建编码小鼠ＡＩＲＥ的逆转录病毒载体，将其转导入骨髓ＤＣｓ细胞。（２）将转导ＡＩＲＥ的骨

髓ＤＣｓ细胞移植至经放射线照射的ＮＯＤ小鼠，获得ＮＯＤ嵌合鼠。（３）采用流式细胞术检测ＮＯＤ嵌合鼠胸腺和

脾脏中ＧＦＰ
＋细胞数量，检测ＮＯＤ鼠嵌合程度。（４）采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法、流式细胞术检测Ｉｎｓ２ｍＲＮＡ水平和

蛋白水平表达变化，检测ＡＩＲＥ对ＴＲＡｓ的调控作用。（５）检测ＮＯＤ鼠糖尿病发生时间和程度以及其病理学和胰

岛素自身抗体的改变。

【材料】　ＮＯＤ鼠、编码ＡＩＲＥ的逆转录病毒载体、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪、流式细胞仪、葡萄糖检测试剂盒、尿糖试

纸、ＥＬＩＳＡ试剂盒等。

【可行性】　前期工作中，以胸腺阴性选择为理论依据，对ＡＩＲＥ的表达、分布及其在自身耐受中的作用进行了

系统、深入的研究，现以基因转导和骨髓细胞移植为技术手段，切实可行。

【创新性】　本研究首次将基因操纵和骨髓细胞移植两大先进技术相结合，利用ＡＩＲＥ能特异性清除自身反应

性Ｔ细胞的功能，探究治疗Ｉ型糖尿病的方法，为自身免疫疾病的防治提供新思路。
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　　【立论依据】　在神经系统的发育和修复过程中，神经元间的细胞通讯在细胞的静息、增殖、分化和凋亡过程的

发生发展中发挥着重要作用。细胞间通讯有缝隙连接、膜表面分子接触通讯和化学通讯三种方式，而缝隙连接

（ＧＪ）是细胞间直接通讯的唯一方式。缝隙连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ）是ＧＪ结构和功能的基础，在缝隙连接蛋白家族中，

Ｃｘ４３在中枢神经系统的发育过程中发挥重要作用。功能性缝隙连接（ＧＪＩＣ）是通过缝隙连接在相邻细胞间传递氨

基酸、离子、小分子等的一种通讯方式。研究表明，神经生长因子（ＮＧＦ）可以促进Ｃｘ４３磷酸化，同时可以诱导嗜

铬细胞瘤ＰＣ１２细胞分化而产生与交感神经元相似的神经元。但是Ｃｘ４３形成的功能性缝隙连接（ＧＪＩＣ）在ＮＧＦ

诱导ＰＣ１２细胞分化中的作用尚不清楚。因此，本研究拟阐述Ｃｘ４３形成的ＧＪＩＣ在ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞分化中的

作用。

【设计思路】　本实验拟构建Ｃｘ４３稳定转染的ＰＣ１２细胞系，并检测Ｃｘ４３形成的 ＧＪＩＣ的功能。ＮＧＦ诱导

ＰＣ１２细胞和Ｃｘ４３稳定转染的ＰＣ１２细胞，分析Ｃｘ４３形成的ＧＪＩＣ在ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞神经元样分化过程中的

作用，为神经损伤和修复提供新的研究靶点。

【实验内容】　（１）构建Ｃｘ４３稳定转染的ＰＣ１２细胞系；（２）实验分组：ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞组，ＮＧＦ诱导Ｃｘ４３

稳定转染的ＰＣ１２细胞组，ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞组＋缝隙连接抑制剂（ＣＢＸ），ＮＧＦ诱导Ｃｘ４３稳定转染的ＰＣ１２细

胞组＋ＣＢＸ；（３）形态学观察和ＮＥＳ免疫荧光细胞化学染色检测细胞分化率；（４）ＤｙｅＣｏｕｐｌｉｎｇ检测Ｃｘ４３形成的
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ＧＪＩＣ。

【材料】　ＰＣ１２细胞；ＮＧＦ；Ｃｘ４３真核表达质粒；Ｃｘ４３引物和抗体；ＣＢＸ；ＮＥＳ单克隆抗体；ＦＩＴＣＩｇＧ。

【可行性】　本研究前期研究工作通过形态学观察及Ｉｍａｇｅ软件测量显示在一定范围内，ＮＧＦ量的增加可以

有效提高ＰＣ１２细胞的分化水平，课题组成员熟练掌握相关实验的方法和技术；研究室能提供相关的仪器和材料。

实验思路清晰，实验过程明确。

【创新性】　本研究应用ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞分化模型，探究Ｃｘ４３形成的ＧＪＩＣ在ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞分化

过程中的作用，从而为神经损伤和修复提供新的研究依据和调控靶点。

　　关键词：Ｃｘ４３；ＧＪＩＣ；ＮＧＦ；分化；ＰＣ１２细胞
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　　【立论依据】　ＡＭＰＫ是细胞及整体能量稳态的调控器。代谢综合征状态下，机体组织广泛存在ＡＭＰＫ活性

下降，但ＡＭＰＫ如何失活仍存许多疑问。因此，弄清楚ＡＭＰＫ的失活机制对阐明代谢综合征的发病机制具有重

要意义。

【设计思路】　有研究表明 ＣＤＫ５在肥胖小鼠脂肪组织中异常激活，ＡＭＰＫα２的活性显著降低。同时，

ＡＭＰＫα２３４５和５２９位丝氨酸满足Ｃｄｋ５的底物一般都具有特定Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列的条件。据此推测：活化的

ＣＤＫ５能够磷酸化ＡＭＰＫα２３４５和５２９位丝氨酸，进而抑制ＡＭＰＫα２的活性，参与代谢综合征的发病。本课题拟

在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞上研究Ｃｄｋ５介导的ＡＭＰＫα２蛋白磷酸化的作用，为代谢综合征和糖尿病的治疗提供新的

思路。

【实验内容】　应用ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染技术构建Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ基因的脂肪细胞系３Ｔ３Ｌ１Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ实

验组及其阴性对照组细胞系３ＴＬ１ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ（ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ为空ｓｉＲＮＡ转染），实验分为３Ｔ３Ｌ１Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ

组 ，３ＴＬ１ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ组和３ＴＬ１组，以ＡＩＭＶ无血清培养基培养３Ｔ３Ｌ１细胞，使其自然增殖，于增殖第３天

起用ＴＮＦα作用于增殖中的３Ｔ３Ｌ１细胞，之后每２４小时以ＭＴＴ法观察细胞增殖情况；采用含胰岛素、地塞米松

与ＩＢＭＸ的分化培养基诱导分化３Ｔ３Ｌ１细胞，于诱导分化第８天起用ＴＮＦα作用于分化中的３Ｔ３Ｌ１细胞，此后

每３天以油红Ｏ染色并染料提取的半定量方法及细胞内甘油三酯测定的方法了解细胞内脂质含量；采用细胞

Ｃｄｋ５／Ｐ３５和ＡＭＰＫα２激酶活性定量检测试剂盒检测３Ｔ３Ｌ１细胞中Ｃｄｋ５和ＡＭＰＫα２的活性，蛋白质印迹的方

法检测３Ｔ３Ｌ１细胞ＡＭＰＫα２
Ｓ３４５、ＡＭＰＫα２

Ｓ５２９及ＡＭＰＫα２
Ｓ３４５、５２９磷酸化水平。从而观察ＣＤＫ５介导的ＡＭＰＫ磷

酸化对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖及分化的影响。

【材料】　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，ＡＩＭＶｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ，ＡＭＰＫα２激酶活性定量检

测试剂盒，油红Ｏ，ＣＯ２细胞恒温培养箱。

【可行性】　Ｃｄｋ５是脯氨酸引导的丝／苏氨酸蛋白酶，特异性磷酸化其底物蛋白的丝氨酸和苏氨酸位点。其磷

酸化底物一般都有特定的Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列。而人、大鼠和小鼠ＡＭＰＫα２蛋白序列的自动抑制区３４５位丝氨酸和

亚单元结合区域５２９位丝氨酸有共同的序列ＹＬＡＳＳＰＰＳＧＳ和ＴＧＳＴＬＳＳＶＳＰ，满足Ｃｄｋ５的底物一般都具有特定

的Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列的条件，实验假设理论上具有可行性。

【创新性】　本课题以Ｃｄｋ５介导ＡＭＰＫα２磷酸化进而抑制其活性为切入点，探讨对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖
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